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細菌感染症によると考えられる二枚貝幼生の大量艶死が、マガキを含む多 くの二枚貝の種苗生
産現場で発生 し、世界的に問題 となっている。従来、二枚貝種苗の確保を主 として天然採苗に依
存 してきた我が国においても、近年の人工種苗生産機会の増加に伴 って細菌感染症の発生件数が
確実に増えて きてお り、その対策は緊要の課題である。 これ までに発症が報告 された細菌性疾病
において、同定された原因細菌のほとんどはVfbrfoalg∫η01y`fcり8に代表 されるWbrlo属細菌である。
これらのVlbrfo属細菌は、感染か ら24時間以内に発症 して幼生のほとんど全てを死亡 させ るとい
う非常に強い病原性 を示す ことが知 られている。』また感染 した幼生は、後引筋お よび面盤の損傷
と組織全体の崩壊 ・壊死 とい う共通 した病態を示 し、本疾病は細菌性壊死症(本 研究ではビブリ
オ病 と呼ぶ)と して特徴づけられる。
本 ビブリオ病 に関するこれまでの研究では、細菌の性状 を明 らかにすることや幼生の艶死形態
を観察することに重点が置かれ、感染機構や病原因子の解明は進んでいない。そ して、病原因子
に関する基礎的な知見が少ないために、治療あるいは感染防止法などの応用的な研究や実用的な
技術開発 もほとんど行われていないのが現状である。しか し、ひとたびビブリオ病が発生すれば、
その死亡率の高 さか らみて種苗生産が不可能ともなる重大 な問題だけに早急に対処方法を考 える
必要がある。現時点では飼育水への抗生物質の添加が唯一の予防策である。 しか し、この抗生物
質の投与は、耐性菌の出現や流出 した場合の海域への影響が懸念 される。従って、抗生物質を用
いずに行うことのできる方法を考えることが重要である。
そこで本研究では、マガキ幼生 を研究材料 にビブリオ病の発症過程を克明に観察 して、幼生の
死亡に直接結びつ く過程 とそこに関与すると考えられる病原因子 を選び出 し、これを制御するこ
とによって発病を抑制することを試みた。具体的には、は じめに、Valgfnolyffc認を用いてマガキ
幼生に対する人為感染系 を作製 して、 ビブリオ病の再現 を試み、幼生が呈する病態の観察 を行っ
た。感染試験 における病態観察の結果、幼生の発死に結びつ く重要な発病過程 として、組織壊死
の進行が挙げられ、またそれに関与する病原因子 としてプロテアーゼが考 えられたことか ら、次
に、プロテアーゼ産生能を抑制 した変異株を作製 し、プロテアーゼ活性の強 さと病原性発現の程
度の関連について検討 を行った。加 えて、プロテアーゼ阻害剤投与による野生菌株およびその培
養上清の病原性抑制効果 も検討 した。その結果、プロテアーゼが組織壊死 を引き起 こす主たる病
原因子であること、そしてプロテアーゼ活性 を抑制することが病原性の低下に結びつ くことを明
らかにした。 さらに、これらの検討を通 じて、病原性Wbrfo属細菌の増殖能と感染性の度合には強
い相 関があ り、発病 を抑 制す るには菌体 活性 の制御 が重要 である と推測 され た ことか ら、
私algゴnoly`fc認の増殖制御 と病原性発現の抑制を目的として海洋細菌を用いた生物学的防除法を適
用 し、その効果についての検討 を行った。
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曽bドめ属細菌の感染によりマガキ幼生が呈する病態
供試 材料 には、23℃で飼育 し、受精後24～48時間経過 したマガキD型 幼 生 を用いた。感染試験
の供試細菌 と して は、数種 の二枚 貝 に対 す る病原性 が報告 され 、純粋分 離株 として確 立 してい る
Va18加01y加ロs,V亡ロbゴa5hff,Vlbがosp.の3種の 朽痂o属 細菌 を用 いた。感染試験 はすべ て23℃で行
い、各 々の細菌株 の菌体お よび培 養上清 をマ ガキ幼 生の飼 育槽 に添加 した後 、幼 生の生残率 を経
時的 に測 定す るこ とで感染 の程度 を評価 した。 マ ガキ幼生 飼育 お よび細 菌の培 養 は、本研 究 を通
してすべて一定条件 と した。
今 回用い た3株 のV:めrfo属細菌 すべ てでマガキ幼生 に対 す る病原性がみ られ、 もっ とも強 い病原
性 を示 したValgゴη01y`fcロ5の接種 区では、幼生の生残率 は9時 間後 か ら急激 に低下 し、24時間後 に
はすべての幼生が死亡 した(Fig.1)。感染が成立 したマ ガキ幼 生は異常遊 泳、面盤の脱落 、軟体部
全体 の壊死(Fig.2)など、二 枚貝 にお ける細菌性 壊死症 の典 型的 な症状 を示 した。従 って、 これ
らVfbrゴo属細菌 をマ ガキ幼生へ人為 感染 させ るこ とに よりビブ リオ病 が再現 された と判 断 した。 ま
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Fig.1.ChangesinsurvivaloflarvaloystersexposedtopathogenicVibriostrains.
○,control;□,exposedwithVめr'osp.(ATCCl9工07);
ｮ,exposedwithVibrioctlginolyticur(19108);
`,exposedwithVibriotubiashii(19109).
Eachstrainwasaddedat105CFU/mL.
Allexperimentalinfectionswerecarriedoutat23ｰC.
Fig.2.TypicalsymptomofvibriosiscausedVibrioalgilaolyticusinoysterlarvae.A,healthylarva;B,moribund
larva(detachedportionoftheverum);C,deadlarva
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た、菌体 と同様に、3株の培養上清 もマガキ幼生に対 して病原性を示 し、幼生の生残率は対照区に
比べて大 きく低下 した(Fig.3)。発死 に至った幼生が呈する病態は菌体を感染させた場合 と同様で
あった。これ らの結果から、菌体外産生物中に病原因子が存在することが示唆 された。
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Fig.3.Pathogenicityofculturesupernatants(5%)ofpathogenicVibriostrainstooysterlarvae.
ControlwasaddedtofreshMarineBroth.
プロテアーゼ産生能変異株における病原性の低下
前述 の観察 の結果 、菌体 外産生物 に病原 因子 が含 まれ る こ と、お よび軟体部組織 の壊死 の進行
が幼生 の難死 の急激 な進行 とよ く一致 す るこ とが明 らか とな った。そ こで、発症過程 の 中の抑 制
すべ き段 階 として 、組 織壊死 の誘起 過程 を選 び、 これ に関与 す る因子 と して菌体 の産生す るプ ロ
テ アーゼ を想定 した。 この ことを確認 す る 目的で、 プ ロテアー ゼの産生株 を抑制 した変異株 を作
出 し、そ の病原性 の強 さを野生株 の もめ と比較 した。Va忽 η01頭cロ5のプロテアーゼ産生能変異株
の作 出は、変異 原 のニ トロ ソグアニ ジンで菌体 を処理 す るこ とで行 った。 変異原処理 後、単 一 コ
ロニ ー と して分離 で きた1068株について、 プロテ アーゼ 産生 能の低下 を調べ るために2段 階 のス
ク リーニ ングを行 った。 その結 果、 プロテアーゼ産生能が 野生株 よ りも4.3～445%低下 した4株
の変異株 が得 られた(Table1)。これ らの4株 のマ ガキ幼生 に対 す る感 染実験 を行 った結果、すべ
ての株のマ ガキ幼 生 に対す る病 原性が野生株 に比べ て顕 著 に低 下 してい た(F童g.4)。また、これ ら
の株 の すべ て で培 養 上 清 の マ ガ キ幼生 に対 す る病 原 性 は野生 株 の もの に比 べ て低 下 して い た
(Fig.5)・これ らの こ とか ら、菌体外 産生物 中の病 原 因子 は、主 にプロテアーゼで ある ことが強 く
示 唆 された。培 養上清 中の プ ロテアーゼ活性 に対 す る阻害 試験 の結果 、 メ タロプ ロテアーゼ 阻害
剤 の フェナ ンス ロリ ンで阻害 され る活性 の割合が 、野生株 に比 べ て変 異株の培養上 清で は大 き く
低 下 した(Tab茎e2)。この結果 と変異株 のプ ロテ アーゼ産生能 が低下 している こ とを考 え合わせ る
と、変異株 にお いて は フェナ ンス ロ リン感受 性 を有 す るメ タロプ ロテアーゼの産生 能が低下 して
いる と考 え られ る。す なわ ち、病原性 の発現 に関 して は、種 々の プロテ アーゼ の中で も特 に メ タ
ロプロテアーゼの関与が大 きい こ とが示唆 された。
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Table1.Proteaseactivityofthewildtypeandmutants
ofVibrioalginodyticusinIVIarineBroth
Proteaseactivityli.elativeactivity
(un.itsln1L)(%)
Wild'type
VM3
VMg
VIVI13
VIVI24
18.9
10.5
13.9
18.1
1Y.8
(loｮ)
55.5
73.b
95.7
64.4
VM:Vibriomutant.
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Fig.4.PathogenicityofVibrioa[guaolyticusmutants
againstoysterlarvae.
Fig.S.PathogenicityofculturesupernatantsofVibrio
alginolyticusmutantsagainstoysterlarvae.
Table2.Inhibitionofproteaseactivityinculturesupernatesofwildtype
andmutantsofVibrioalginolyticusbyproteaseinhibitors
wildtypeVIV13VM9 VM:13VM:24
addLition inhibitedactivity(%)
none
璽DTA(1皿M)
1,1αphenanthroli虹e(1皿M:)
PheRyhnethylsulfonylfluoriαe(1皿M)
SoybeanTrypsinInhibi七 〇r(1mM)
1㍉1-ethylln.a正eiln,idLe(1m甑)
0
17
83
50
0
16
0
2
60
47
0
19
0
11
45
53
Q
23
0
14
51
55
0
42.
0
17
54
40
Q
20
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プ ロデアーゼ活性阻害による病原性の抑制
先述 の病 態観察 か ら明 らか な ように、広 範 な組織壊 死 の進行 が幼生 の難死 と深 く関連 している
こと、 またValg加oヱ頭oロ5が菌 体外 に産生す る複数 のプロテアーゼ、特 に メタロプ ロテアーゼが病
原 性発現 に関与 してい る ことが推 測 された。 そ こで哺乳類 に対 す る病 原菌 の産生す るメ タロプ ロ
テ アーゼ活 性 に対 して、強い 阻害 効果 を有す る ことが知 られ る高分 子 タンパ クのオボマ クロ グロ
ブ リン とα2マクログロブ リ ンをV溜g加04頭cロ3の感 染系 に添 加 して、 プロテ アーゼ活性 を阻害す
る ことによるビブ リオ病 の発病抑 制 を試 みた。 これ ら2つ の プロテ アーゼ阻害剤 をマガキ幼生 に対
す るValgfη01顕cロs培養 上清 の感染実験系 に添加 した結果 、 どち らのプ ロテ アーゼ阻害剤の添加 に
おい て も24時間後 のマ ガキ幼 生の生残 率が著 し く向上 した(Fig.6、Fig。7)。特 に、 プロテアーゼ
阻害活性の よ り高 か った オボマ クログロブ リンの添加 は、 ヒa18ゴη01顕cα5培養上清 の病原性 を完全
に抑制 した。 また、菌体 を感染 させ た場 合 もオボマ クロ グロブ リ ンの添加 によって幼生 の死 亡率
は低下 したが 、その抑制効 果 は培 養上清 感染 区 に添加 した場 合 と比 較 して高 い もので はなか った
(Fig.8)・また、オボマ クログ ロブ リ ンとα2マクログロブ リンの γa18加01顕cロ8の増殖 に対 す る影
響 も検 討 したが 、 どち らの 阻害剤 も菌 の増殖 を抑制 す る効 果 は小 さか った。 これ らの結 果 か ら、
オボ マ ク ロ グ ロ ブ リ ンは そ の プ ロ テ ア ー ゼ活 性 に対 す る 強 い 阻害 効 果 に よ り、 機 構 的 に は
Valgfη01y亡fcu8の病原性 を抑制す るこ とがで きるはずであ るが、今 回行 った菌体感 染の場面 では、
菌 の増 殖 に ともな って産生量が増 大 した プロテアーゼ との量 的 な関係 か らプ ロテアーゼ活性 を十
分 阻害す るこ とがで きず、菌体 が引 き起 こす感 染 を完全 に抑制 す る こ とはで きなか った と考 え ら
れ た。
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Fig.6。Effectsofovomacroglobulinonthesurvivalofoyster
larvaeexposedtoculturesupernatantofVibrio
α'8加o壇α4∫.
●,exposedto5%cdlturesupernatant;
△,exposedto5%culturesupernatantwith20μg/mL
ofovomacroglobulin;
○,control(added5%freshMarineBrothwith
20ｵg/mLofovomacroglobulin).
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Fig.'3.Effectsofu,macroglobulinor.thesurvivalofoyster
larvaeexposedtoculturesupernatantofVibrio
6191ηo～頭 α`∫.
蓬),exposedto5%culωresuperna亡an亡;
.ia,exposedto5%culturesupernatantwith20ug/mL
ofoっmacrQglobulin:
○,contrQl(added5%freshMarineBrothwlth
20μg/mLofα 。macroglobulin).
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Fig.8.Effectsofovomacroglobulinonthesurvivalofoysterlarvae
inoculatedwithVibrioalginolyticus.
●,inoculatedwithyめr∫oα18加o～y"α4∫at105ごFU/mL;
/,inoculatedwithVibrioadginolyticusat105CFU/mL
with20Ng/mLofovomacroglobulin;
○,contro1(added20μg!mLofovomacroglobulin).
マガキ幼生ビブリオ病への生物学的防除法の適用
これ まで行 った実験 によ り、マ ガキ幼生 に対 して組織壊 死 を誘起す るビブ リオ産 生 プロテアー
ゼ の産生 を抑制す る こ と、 あ るい は活性 を阻害す るこ とで 、 ビブ リオ病の発症 を抑制 し、幼生 の
生残率 を大 きく向上 させ る ことがで きる ことを明 らかに した。特 に、 ビブ リオ産生 プ ロテアーゼ
の活性 を80%以上 阻害す るオボマ クロ グロブ リンの添加 は、培 養上清の病原性 を完全 に抑制 した。
しか し、 オボマ クロ グロブ リンはVa18ゴη01顕cロ5の増殖 をほ とん ど抑制 で きないため、菌の増殖 に
ともな って次 々 と産 生 され る プロテア ーゼが引 き起 こす感 染 を完全 に抑 制す る こ とはで きなか っ
た。 しか し、逆の見方 をすれ ば、Valgfη01顕c認の増殖 を抑制す るこ とで産生 される プロテア ーゼ
の量 も抑 えるこ とがで き.れば、 ビブ リオ病 を抑制す るための よ り大 きな効果 が期待 で きる。そ こ
で、Vめrfo属細 菌の増殖 を効 果的 に抑制 し、かつ抗 生物 質 を用 い ない 方法 とい う こ とで ビブ リオ
増殖 抑 制 細菌 を利用 した生 物 学 的防 除 法 の適 用 を試 み た。 マ ガキ母 貝 の飼 育 海水 お よび天 然
海水 か らビ ブ リオ増殖 抑 制 細 菌 の 分離 を行 った結 果 、単 一 コ ロニ ー として得 た51株 の うち、
平板 上 でVla18fη04頭Cロ5に対 して増殖抑 制活性 を示す9株 の細菌が得 られ た。 これ ら9株 の分離細
菌 について、マ ガキ幼生 に対 する障害性 の有無 を調べ た後、液体培地 中のv:a18fηo{頭oロ5に対す る
増殖抑制活性 を調べ た。そ の結 果、S21株 と名付 けた グラム陰性 の単桿 菌が 、マ ガキ幼生 に対 す
る障 害性 もな く私algfη01yffcロ5に対 す る増殖 抑 制活 性 が もっ と も高 い こ とが明 らか とな った
(Fig.9)。そ こで、 このS21株 をVlβ1塵η01顕cα5の菌体 を用いた感染系 に添加 した結果 ・幼生 の生
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Fig.9.SuppressiveeffectofstrainS210nthegrowthofV.
alginolyticusinseawaterbroth.
○,VoZ8∫ ηoi頭c㍑5wasincubatedalone;
●,ヒ018加o壇 ∫c配∫wasincubated幅thstrainS21.
Incubationtemperaturewas23C.
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残率 は78%とな り、v:algfnoly6cロ5単独盛 染区の3%と 比較 して大 きく改善 された(Fig.10)。これ
らの こ とか らヤ ビブリオ増殖抑 制細 菌 を用い てVla19no1顕cロ5の増殖 を抑制す るこ とに よ り、マ ガ
キ幼生 に対す る病 原性発現 を制御 し、発病 を抑制で きることが示 された。
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Fig.10.EffectsofstrainS210nsurvivaloflarvaloysterschallengedwithVibrioalginol>>ticus.?
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マ ガキ幼生の ビブ リオ病 にお いては、感 染 ・発病 過程 の 中でVfbrfo属細 菌の増殖 によって生産 さ
れ、 多量 に菌体外 に分泌 され る複数 の プロテ アー ゼの作 用で誘 起 され るマ ガキ幼生 の組織壊死 の
過程が 、病態 の増 悪 を招 き、最 終的 に幼生 を死 に至 らしめ るこ とが、Vlalgfη01y`fca5の野生 株お よ
び プ ロテ アーゼ産生 能変異株 を用 いた感染試験 や各種 プ ロテア ーゼ阻害剤 を用 いた発病抑 制試験
な どによって明 らか となった。v/brfo属細 菌 にとって プロテ アーゼの分泌 は、 タンパ ク質の分解 に
よる栄養摂 取(N源 、C源 の獲 得)の 手段 と して必須 であ り、そ の増 殖 の最 も重 要な条件 に なっ
てい る と考 えられ た。 したが って 、マ ガキ幼生 の ビブ リオ病 を阻止す るために はプ ロテ アーゼ産
生 を抑 制す る、 または活性 を阻害す る必 要があ る。そ こで、 プロテアーゼ 阻害剤 の1種 で、細 菌の
産 生す るプ ロテ アーゼに対 して高 い 阻害効 果 を有 す るこ とが明 らか とな っている オボマ クログ ロ
ブ リ ンの添加 による発病 の抑制法 を検討 した。 その結果 、 オボマ クロ グロブ リンの投与 は、培 養
上 清 中のプ ロテ アーゼ活 性 を阻害 し、その病原性 を完全 に抑 制 したbす なわち、本研究 の大 きな
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成果 と して 、プ ロテ アーゼ活性 を阻害す るこ とが、発病 の抑制 に重要で ある ことを明確 に証明 し
た。 しか し、感染時 の病原性Vjbrfo属細菌 の増殖 に ともな って産生量 が増大 し、活性 が上昇す るプ
ロテアーゼに対 しては、オボマ クログロブ リンの単独 投与 だけで は完全 な抑 制 には至 らなか った。
す なわ ち、細 菌の増殖 を抑制 して、 かつ プ ロテ アーゼ活性 も低 く抑 えるこ とが重 要であ る と考 え
られ た。そ こで γalgfη01yrfcαsその ものの増殖 を抑制す る方法 として、海洋の常在細菌 か ら分離 し
た ビブ リオ増殖抑 制細菌 を用 いた生物 学的防除法 を適用 した。 その結果 、 玩algfη01頭c認の増殖 は
低 く抑 え られ 、マ ガキ幼生 の生残 率 は大 幅に向上 した。す なわ ち、本研究 に よりビブ リオ病抑制
方法 と して、 ビブ リオ増殖抑制 細菌 を用 いた生物学 的防除法 が ビブ リオ病 の発症 を制御す るた め
に、非常 に有効 な手法であ ることが明 らか とな った。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
近年,二枚貝の人工種苗生産機会の増加に伴って,Vあrめ属細菌の感染による幼生の大量蜷死(本研究
ではビブリオ病と呼ぶ)の発生件数が大 きく増加している。従 って,感染防御対策への取 り組みが重要で
あるが,現状では抗生物質の投与による対症療法 しかなく,より安全で,よ り効果的な方法の開発が強
く望まれている。
本研究では,マ ガキ幼生を研究材料にビブリオ病の発症過程を詳細 に観察 して,幼生の死亡に直接結
びつ く過程 とそこに関与すると考えられる病原因子を選び出し,その病原因子を制御するという,新規
の考え方に基づ くビブリオ病発症の抑制方法について検討 した。
まず,3種のWbrめ属細菌(V:α頓 πo砂'蜘s,V:.励'α8櫨,確6rε08P.)による人為感染試験を行って,
マガキ幼生に対する強い病原性を有することを確認 した。次に,菌体 を感染させた場合と同様の症状 を
引き起 こす病原因子が培養上清中に存在することを明 らかにした。そこで,v:α頓ηo砂漉酪 を供試細菌
として菌体外産生性の病原因子と考えられるプロテアーゼに関して,産生能の低下 した変異株を作出し,
マガキ幼生に対する感染実験を行 った結果,変 異株の病原性は顕著に低下することを見い出し,二枚貝
病原細菌の変異株を用いた研究では初めてプロテアーゼと病原性の関係を明 らかにした。
卵 白に含まれるタンパクで,病原因子であるプロテアーゼの活性を阻害するオボマクログロブリンを
▽:α㎏加o砂漉認 培養上清を用いた感染実験系に添加 した結果,培養上清のマガキ幼生に対する病原性 を
完全に抑制することに成功 した。 さらに,菌体を感染 させた場合もオボマクログロブリンの添加 によっ
て幼生の死亡率は大 きく低下することを明らかにし,世界で初めてタンパクによるプロテアーゼ活性の
阻害が発病抑制に有効であることを示 した。
さらに,生物学的防除法 としてマガキ母貝の飼育海水から分離 したWわrぬ属細菌の増殖抑制細菌を
V:αZg`ηoJッ"c粥の菌体を用いた感染系に添加 した結果,幼生の生残率が大きく向上することを示 した。
以上のように本研究では,マガキ幼生のビブリオ病においては,病原細菌の産生するプロテアーゼが
病原性発現に強 く関与 していることを明らかに した。そのプロテアーゼの活性または産生を抑制する,
オボマクログロブリンおよびビブリオ増殖抑制細菌の投与は,ビブリオ病抑制方法 として非常に有効な
手法であることを明 らかにした。本研究の成果は:二枚貝ビブリオ病研究 として重要であるとともに,二
枚貝種苗生産技術の向上に大きく貢献するものである。よって審査員一同は,本論文の著者は博:士(農学)
の学位を授与されるに値するものと判断 した。
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